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抗体封闭趋化蛋白受体 5 对 1 型糖尿病发病的影响
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[ 摘要 ]　目的: 研究体内封闭趋化蛋白受体 5 (CCR 5) 分子对严重联合免疫缺陷小鼠 ( severe com bined imm unodeficien t

NOD ,NOD. S cid ) 1 型糖尿病发病的影响。方法: 将发病非肥胖性糖尿病小鼠 (1 只) 的脾细胞腹腔注射至NOD. S cid 小鼠体

内, 将这些小鼠随机分成 2 组 (每组 8 只) : 抗CCR 5 组小鼠腹腔注射抗CCR 5 膜外第一襻的多克隆抗体, 1 周 3 次, 共计 12 次;

对照组相同方法注射 PBS, 同时测定其血糖和体重。脾细胞注射后 70 d 或当小鼠出现重度糖尿病临床表现时处死, 进行组织

学观察和脾细胞分泌细胞因子的 EL ISA 测定。结果: 脾细胞射后 70 d 内, 抗CCR 5 组小鼠糖尿病发病率为 37. 5% (3ö8) , 对

照组为 100% (8ö8) ; 胰腺炎积分抗CCR 5 组较对照组差异显著 (P < 0. 05) ; 抗 CCR 5 组 IL 22、IL 210、IFN 2Χ水平分别为 25. 2、

27. 3 pgöm l 和 0. 238 ngöm l, 对照组为 57. 7、31. 6 pgöm l 和 18. 03 ngöm l, 前者的 IL 22 和 IFN 2Χ水平显著低于后者 (P <

0. 05)。结论: 在NOD. S cid 小鼠体内注射抗体封闭CCR 5 可以部分抑制 1 型糖尿病的发生。
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[ABSTRACT ]　Objective: To exp lo re the an ti2diabetogen ic effect of an tibody b lock ing po rt ion of chemok ine recep to r25 an ti2
body (CCR 5) mo lecu le. M ethods: T he severe com bined imm unodeficien t NOD (NOD. S cid ) m ice, in jected i. p. w ith sp lenocytes

from nonobese diabet ic mouse,w ere random ly divided in to 2 group s (8 of each group ) : an t i2CCR 5 A b group and PBS group.

T he m ice in an ti2CCR 5 A b group w ere treated w ith a specific po lyclonal an t ibody, target ing the first ex tracellu lar loop of

CCR 5, and PBS group w as treated w ith PBS. B lood gluco se levels w ere m easu red to observe the an ti2diabetogen ic effect of the

an tibody. H isto logical exam ination and EL ISA analysis w ere also perfo rm ed. Results: W ith in 70 d, all of the con tro l m ice de2
veloped diabetes w h ile 5 of the 8 m ice treated w ith an ti2CCR 5 A b w ere diabetes2free. T he difference of inflamm ation sco re be2
tw een 2 group s w as sign ifican t (P < 0. 05). T he supernatan t of cu ltu red sp lenocytes from an ti2CCR 52t reated m ice con tained IL 2
2 (25. 2 pgöm l) , IL 210 (27. 3 pgöm l) and IFN 2Χ(0. 238 ngöm l) , w hereas that from con tro l m ice con tained IL 22 (57. 7 pgöm l) ,

IL 210 (31. 6 pgöm l) and IFN 2Χ(18. 03 ngöm l). Conclusion: A dm in istra t ion of an tibody,w h ich target ing the first ex tracellu lar

loop of CCR 5, can induce the resistance to type 1 diabetes in the adop tive transfer model.
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Ξ 　 1 型糖尿病系 T 淋巴细胞介导的器官特异性自

身免疫性疾病, 病理特点包括胰岛单核细胞浸润、Β
细胞凋亡、胰岛素分泌不足等。近年来的研究发现趋

化因子及其受体在胰岛发生炎症的过程中具有重要

的作用[ 1, 2 ]。本研究拟在过继性 1 型糖尿病模型小鼠

上使用抗体封闭的方法研究趋化蛋白受体 5

(CCR 5)同 1 型糖尿病的关系。

1　材料和方法

1. 1　过继性糖尿病模型小鼠的制备　雌性严重联

合免疫缺陷小鼠 (severe com b ined imm unodeficien t

NOD , NOD. S cid ) 16 只, 8～ 10 周龄, 血糖值正常

(数据未给出) ; 发病非肥胖性糖尿病 (nonobese d ia2

bet ic, NOD ) 小鼠 1 只 (血糖: 27. 2 mm o löL ) ; 正常

NOD 小鼠 1 只 (10 周龄, 血糖: 5. 2 mm o löL )均购于

中科院上海实验动物中心。NOD. S cid 小鼠饲养于

SPF 级环境。发病NOD 小鼠眼球放血后颈椎脱臼

法处死, 剖腹取脾; 置R PM I 1640 完全培养液 (含双

抗)中剪碎; 置 200 目尼龙网上研磨、过滤; 置红细胞

裂 解 缓 冲 液 中 处 理 1 次; 4℃条 件 下 离 心

(1 000 röm in, 10 m in) , R PM I 1640 完全培养液重

悬洗涤, 反复 2 次; 细胞计数, 调整浓度, 得到 5×
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107öm l 的脾细胞悬液。立即将该悬液腹腔注射至

NOD. S cid 小鼠 (1×107ö只)。

1. 2　抗体及注射过程　抗小鼠 CCR 5 膜外第一襻

多克隆抗体系我室制备, 具体方法及特异性检测详

见参考文献[ 3～ 7 ]。将上述接受过继的小鼠随机分成

两组 (n= 8) , 抗 CCR 5 组小鼠腹腔注射抗 CCR 5 抗

体, 每次 10 Λg (稀释于 200 Λl PBS) , 1 周 3 次, 共计

4 周; 对照组腹腔注射相同剂量的 PBS。每周测定质

量、血糖, 待小鼠出现严重糖尿病临床表现或脾细胞

注射后 70 d 实验结束时处死。

1. 3　血糖值测定　脾细胞注射后第 2 周起每周 2

次采鼠尾静脉血, 使用快速血糖仪 (美国M edisen se

公司的 P recision P lu s) 测定随机血糖, 连续 2 次血

糖值大于 13. 9 mm o löL 诊断为糖尿病。

1. 4　胰岛病理学观察　小鼠胰腺经甲醛固定、石蜡

包埋、切片后进行H 2E 染色; 计数胰岛数目, 统计胰

岛炎性积分: 0 分, 正常; 1 分, 边缘性胰岛炎 (炎细胞

浸润< 50% ) ; 2 分, 胰岛炎 (炎细胞浸润> 50% ) ; 3

分, 严重胰岛炎 (胰岛形态结构完全破坏)。

1. 5　细胞因子 EL ISA 测定　取NOD. S cid 小鼠脾

制成单细胞悬液, 置于 96 孔微型培养板中 (2×104ö

孔) 作为反应细胞; 取正常NOD. S cid 小鼠胰腺细

胞作为刺激细胞, 与上述细胞共同孵育于 37℃、5%

CO 2 条件中, 培养 24 h 收集上清液作 IL 22 测定, 48

h 收集上清液作 IL 210 和 IFN 2Χ测定。

1. 6　统计学分析　均数比较采用 t 检验。

2　结　果

2. 1　NOD. S cid 小鼠糖尿病发病率　注射发病

NOD 小鼠脾细胞后 1～ 4 周两组小鼠血糖均无变

化。第 5 周对照组中 1 只小鼠血糖值突然升高

(20. 6 mm o löL ) , 以后每周均有 1～ 2 只小鼠血糖骤

升, 至第 10 周对照组中所有小鼠血糖值均远远大于

糖尿病诊断阈值, 发病率为 100% (8ö8) ; 而抗CCR 5

组至接受细胞注射后 10 周共有 3 只小鼠血糖异常,

发病率为 37. 5% (3ö8)。

2. 2　胰腺组织学观察　对照组小鼠胰腺组织出现

典型胰岛炎性改变。胰岛细胞呈进行性破坏、消失,

胰岛明显变小, 数目减少。胰岛内及周围有大量炎细

胞浸润, 核大、深染 (图 1A )。抗CCR 5 组未发病小鼠

胰岛结构完整, 未见明显炎细胞浸润 (图 1B )。同抗

CCR 5 组相比, 对照组小鼠胰岛炎性浸润严重, 炎性

积分有显著差异 (P < 0. 05, 表 1)。

图 1　实验小鼠胰岛组织学观察 (H-E 染色)

F ig 1　H-E sta in ing of pancrea tic islets from m ice

A : A nti2CCR 5 group (×400) ; B: Contro l group (×100)

表 1　实验小鼠不同炎性积分胰岛数的分布

Tab 1　Pancrea tic islets d istr ibution in

m ice with d ifferen t inf lammation scores

Group
Inflamm ation sco re

0 1 2 3
To tal
islets

A nti2CCR 5 533 10 4 03 67

Contro l 1 5 9 40 55

　3 P < 0. 05 vs contro l group

2. 3　细胞因子测定　T h1öT h2 类细胞因子分泌程

式失调是 1 型糖尿病发病过程中的重要病理变化,

我们使用正常NOD. S cid 小鼠胰腺细胞作为抗原,

以两组小鼠脾细胞为反应细胞, 进行体外刺激,

EL ISA 法测定 IL 22、IL 210、IFN 2Χ。抗CCR 5 组 IL 2
2、IL 210、IFN 2Χ分别为 25. 2、27. 3 pgöm l 和 0. 238

ngöm l, 对照组为 57. 7、31. 6 pgöm l 和 18. 03 ngö

m l。两组数据比较, IL 22 和 IFN 2Χ水平有显著差异

(P < 0. 05) , IL 210 差异不显著。

3　讨　论

迄今为止, 研究者已在人和小鼠的 CD 4+ T 细

胞、CD 8+ T 细胞、N K 细胞和单核细胞上发现CCR 5

的表达[ 8, 9 ]。CCR 5 作为重要的免疫分子在单核ö巨

噬细胞向炎症部位的趋化活动中起着十分关键的作

用, 单核细胞在胰岛选择性的聚积是 1 型糖尿病的

重要病理特征之一[ 10 ]; 另外, CCR 5+ CD 8+ T 细胞还

可通过 Fas、穿孔素等途径直接或间接的导致 Β细

胞的凋亡[ 11, 12 ]。近年来发现, CC 类趋化因子还具有

增强 T 细胞和N K 细胞裂解细胞能力和促进 T 细

胞增殖方面的作用。现在有人提出M IP21Α、M IP2
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1Β、RAN T ES、A TA C 和 IFN 2Χ在原发性和继发性

免疫反应中是作为一个功能单元发挥作用的, 倾向

于将上述 5 种细胞因子统称为 1 类细胞因子而非原

先的 T h1 类细胞因子[ 13 ]。故有人推测, 在体内封闭

CCR 5 分子或选择性去除 CCR 5+ 细胞可以阻断一

些 由 1 类细胞因子介导的疾病 (如 1 型糖尿

病) [ 14, 15 ]。

本实验中由于抗CCR 5 抗体阻碍了CCR 5 分子

同其配体的结合, 趋化蛋白的作用无法得以有效的

发挥, 影响单核细胞选择性的向胰岛聚积, 故胰岛的

单核细胞浸润大大降低。其次, 从结果中可见抗

CCR 5 抗体也影响了 T h1 细胞分泌炎性细胞因子,

而 IL 22、IN F2Χ分泌水平的下降势必抑制 T 细胞的

活化、增殖、分化过程和 T 细胞间的相互作用。

当然, 在过继的脾细胞中还包括效应性 T 细

胞, 如针对 Β细胞自身抗原的特异性 T 细胞。另外,

我们发现抗CCR 5 组中有 3 只小鼠在注射了抗体后

10 周内发生了糖尿病, 提示我们的抗体并未完全阻

断小鼠体内的 CCR 5 同其配体的结合, 或者尚有其

他受体可以替代 CCR 5 分子发挥作用, 这些问题都

有待在以后的研究中加以解决。
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